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論 文 内 容 要 旨
生体 アミン,ス テロイ ドホルモン,プ ロスタグランジンなどの内因性物質は,通 常極めて微量
で,相 互に構造が酷似 した多数の同族体として生体内に存在 し,し かもそれぞれが固有の生理活
性を示す場合が少なくない。このため,生 理作用発現との関連を明らかにするうえで,こ れ ら同
族体の体内動態を同時に把握することが必要 となる。一方,疾 病の治療に於ける薬物療法の果 た
す役割は極めて大 きいものがあり,今 日多岐にわたる医薬品が開発され,臨 床の場に提供 されて
いる。これ ら薬物の吸収,分 布,代 謝,排 泄は,年 令,性,環 境,個 体差などによって異な り,病
態によって もさらに大 きく変動す る。このため,適 正な薬物療法を行 う上で薬物の体内動態を正
確に把握することが不可欠であり,代 謝物を含めた信頼性の高い測定法の開発が必須となる。 し
かし,血 液,尿 など複雑なマ トリックス中の微量成分の測定 は極あて困難な課題である。今 日,
こうした目的には抗原抗体反応を利用する免疫学的測定法とガスクロマ トグラフィー,高 速液体
クロマ トグラフィー(HPLC)に 代表されるクロマ トグラフ法が広 く用いられているが,同 族体
を含めた一斉分析には後者がより有利 とされる。
1969年,Kirklandら により開発されたHPLCは,従 来困難とされた揮発性,熱 安定性 に乏 し
い物質をも温和な条件下測定 し得 ることから,今 日バイオメディカル領域において欠 くことので
きない手法 となっている。本法では種々の検出器が用いられるが,生 体試料中の微量成分の測定
には,選 択性の うえでUV検 出器,蛍 光検出器,電 気化学検出器(ECD)が とりわけ有利 とされ
る。しかし,そ れ自身がこれ ら検出器に対 し十分な応答を示す化合物は限られており,こ のため
高感度化には測定対象物特有の化学構造を利用 したシグナル ・グループの導入(検 出指向誘導体
化,detectionorientedderivatization)が 必須となる。誘導体化は,大 きくプ レラベル化法 と
ポス トラベル化法に分けられるが,高 感度化,選 択性の向上のみならず,前 者では誘導体化に伴
う分離度の向上,不 安定な官能基の保護,さ らに目的化合物のクリーン・アップの簡便化 も期待
し得 ることから,生 体試料中の微量生理活性物質の測定にはより有利と考えられる。
このような観点から著者は,感 度 選択性に優れる原子団 と各種反応活性基を配 した誘導体化
剤 を開発すると共に,そ れらの薬物および生体内生理活性物質の高感度分析への応用を試みた。
1.フ ェロセンを電気化学活性基とする誘導体化剤の開発
電極反応を利用するECDは,感 度,選 択性 に優れ,カ テコールアミン,カ テコールエス トロゲ




各種誘導体化剤を調製 した。まず,マ レイミドを配 したチオール化合物用(1～3),お よびN一コ
ハ ク酸イミドエステル(4 ,5),N一コハク酸イ ミドカルバ メー ト(6,7),イ ソマレイ ミド(8,9),
イソチオシアネート(10,11)を 配 したア ミノ化合物用誘導体化剤を調製 し,こ れらの諸性質 に
検討を加えた。その結果,1,4,10が,反 応牲,生 成物の安定性,電 気化学的性質において極めて
優れることを見出 した。これら誘導体化法と直列型2作 用電極 を有するECDと を組 み合 わせ,
第1電 極で酸化後,生 成物を第2電 極で還元検出する時,生 体内に多量共存す る電極活性爽雑物
の影響を受けず,測 定対象物の高感度,高 選択的な測定が可能であった。因みに,1を 用いる時の
検出限界は60fmolで あった。ひきっづき本法を生体試料中のグルタチオン,プ トレッシツ,γ 一
























今日,ラ セミ型薬物が数多 く臨床に提供されているが,光 学対掌体間で薬理活性のみな らず,
吸収,分 布,代 謝,排 泄が異なる場合も少なくない。このため,薬 物の有用性,安 全性を確保す
る上で これ ら対掌体の信頼度の高い測定法が求められている。そこで,カ ルボン酸光学対掌体分
離用誘導体化剤としてフェロセ ンを配 した光学活性 アミン(12,13)を 新 たに調製 し,そ れ らの
有用性に検討を加えた。その結果,非 ステロイ ド系抗炎症薬イブプロフェン,ナ プロキセン光学
異性体 と緩和な条件下定量的に縮合 し,生 成するジアステレオマーは逆相系カラムにおいて良好
に分離 されるばか りか,ECDに きわめて高感度に応答することが判明 した。
2.Cookson型 誘導体化剤の開発
1α,25一ジヒドロキシビタミンD、 に代表されるビタミンD代 謝物は,血 中カル シウム濃度の
維持などに重要な役割を果たすばかりか,細 胞の分化誘導の促進,抗 腫 よう薬として も注 目され
ている。 しかし,い ずれも分子内に検出器に対 し高感度に応答する原子団を持 ってお らず,し か
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も光,熱 により容易に異性化す るなど不安定なため,こ れ らの感度,特 異性 に優れるプロフィル
分析は極めて困難 とされて いる。一方,ビ タミンD関 連化合物の合成 に際 し,Cookson試 薬
(14)が,共 役ジエ ン構造の保護基として広 く利用されてお り,ビ タミンDの △聯9)部 分 とも緩
和な条件下反応することが知 られている。
そこで,HPLCに よるビタミンD代 謝物の高感度フ.ロフィル分析法の確立を目的とし,共 通す
る共役ジエン構造に着目 し,発 色団,発 蛍光団を配 した トリアゾリンジオン誘導体の開発に着手
した。まずCookson試 薬(14)の4位 フェニル基をp一ニ トロフェニル基,ナ フチル基,ア ンス
リル基,ピ レニル基で置き換えた誘導体化剤(15～21)を 調製 した。っいで14を 用い7一デ ヒド
ロコレステロール(7-DHC)お よびビタミンD3と の反応性に基礎的検討を加えた。その結果前
者とは酢酸エチルエステル中氷冷下5分 で,一 方後者 とは25℃,30分 で定量的 に対応す る付加
体を生成 した。なお,ビ タミンD3と はα一側およびβ一側で付加 した2種 の成績体を与えた。同
様に,調 製 した誘導体化剤にっいても検討を加えたところ,い ずれも14と ほぼ同程度 の反応性
を示 した。生成する付加体は18,21を 除き熱安定性に富み ビタミンD3の 安定化にも寄与するこ
とも判明 した。ひきっづき,7-DHCと の付加体を用いてUV,蛍 光検出に於 ける感度を精査した。
トリアゾリンの4位 に直接発蛍光団を配 した16,17,19は,予 想に反 し蛍光強度が弱 く,逆 にUV
検出器に対 してより高感度な応答を示 した。一方,発 蛍光団とトリアゾリンとの間にアルキルス
ペーサーを介 した20は,蛍 光強度 に優れていたが,ク ロマ トグラム上付加体が単一の ピークに収
劔 しなかった。以上の結果,17が クロマ トグラム上単一のピークを示す付加体を与えるばかりか,
















検出用誘導体化剤 として極めて有用 と思われた。ついで,加 齢 との関係か ら注 目される皮膚中
7-DHCを 取 り上げ,本 誘導体化剤を用いる高感度,高 選択的測定法を確立 した。本法 は,今 後
ビタミンD代 謝物の高感度プロフィル分析法の確立に役立っものと考え られる。
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審 査 結 果 の 要 旨
本研究は,高 速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)の 高分離能に着目し,生 体内微量生理活性
物質の高感度一斉分析法の確立を目的として,選 択的検出指向誘導体化法に検討を加えたもので
ある。
まず,易 酸化性で,酸 化還元の可逆性 に富む フェロセ ンを電気化学活性基 として取 りあげ,
これに反応活性基 を配 した各種誘導体化剤 を調製 して,そ れ らの諸性質 に精査 を加 え,
N一(ferrocenyl)maleimideが チオール化合物の,N-succinimidyl3-ferrocenylpropionateお よび
ferrocenylisothiocyanateが ア ミノ化合物のプレラベル化剤 として高い反応性を示すばか りか,
生成物の安定性,電 気化学的諸性質にも優れることを見出した。っいで,生 体試料中 グルタチオ
ン,プ トレッシン,γ 一ア ミノ酪酸のHPLC分 析を試み,本 誘導体化法 と直列型2作 用電極を有
する電気化学検出器(ECD)と の組合わせが,感 度のみならず選択性にもきわめて有利なことを
実証 した。
今日,ラ セ ミ型薬物が数多く臨床に提供され,有 効性と安全性との観点か らこれ ら対掌体の信
頼度の高い測定法の確立が強 く:求められている。従来,本 目的には光学活性誘導体化剤を用いる
ジァステレオマー法が有利とされているが,対 掌体の分離には順相モー ドが適用され,逆 相系 カ
ラムでは困難であった。そこで,フ ェロセンを配 したR一(一)一1-ferrocenylethyl一およびS一(+)一1-
ferrocenylpropylamineを 調製 し,α 一アリルプロピオン酸系抗炎症薬 イブプロフェン,ナ プロ
キセン光学対掌体のHPLC分 離を吟味 し,こ れら光学活性ア ミンが,緩 和な条件下プロピオン酸
光学対掌体と定量的に縮合するばか りか,生 成するジアステレオマーが逆相系クロマ トグラフィー
で容易に分離され,し かもECDに きわめて高感度に応答することを見いだ した。
ひきっづき,光,熱 に不安定なビタミンD関 連化合物を取 り上げ,こ れらが共役 ジェン構造 を
持っことに着目し,緩 和な条件下安定な付加体を与えるトリアゾリンジオン誘導体の開発を行なっ
た。すなわち,4位 に芳香環を配 した各種 ラベル化剤を調製 し,そ れ らの諸性質 に検討を加え,
4一(1-anthry1)一1,2,4-triazoline-3,5-dioneカミ7一デヒドロコレステロールおよびビタ ミンDに 対す
る反応性に優れるばかりか,安 定性並びに検出器 に対 して高感度に応答する付加体を与えること
を示 した。
以上,本 研究は感度,選 択性に優れる原子団 と測定対象物に対応する反応活性基を配 した新規
誘導体化剤を開発 し,HPLCに おける優れた検出指向誘導体化法を開拓する.とともに生体試料 中
生理活性物質の微量分析法としてその有用性を実証 したものであり,分 析化学の進展に寄与する
ところ大きく,学 位論文 として十分価値ある内容 と認める。
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